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Effects of c-Ha-ras oncogene tmrrsfectiaa~ on Irunian colorrctal cnssiaiamn cell Iltir\ 1 dt 
SUMMARY 
"Ihe sub3ect of this thesis has been the bholagical behavior of hu~rrala colorec~al 
carcinoma cells iru various models and [lie influence of aB~e c-IHa-ras oncogene oil this 
belvnvior 
In Chapter 1 the characteristics of imvasive auvd metasltalic cells and tllreir interactions 
with the rnicroer-rvironment are reviewed, and a sunfey is preser~led of tire structure, 
regulation and putative (dys)hncrion of the c-1-la-ras I(onco)iproteirn and its cfkc ts  on 
tumor cell lines after transkction. 
In Chapter 2 experinaents are described in which nine Urumm colorectal carcil.lo~ma cell 
lines were xeirogralied in nu!nu mice, eichier herero- or orthotopieally. Different r~mdles 
or  in viva behavior, ranging froin umn-tumorigenic to tumomigenic, invt~sivc and 
ri~etas~atic, were observed. depending on the site of xenograRiiag. Because E-cadherin, 
urokinase- or tissue type-plasrninogeil activator, and integrin receptors lrave a role in 
intercellular adhesion, extracellular matrix degradation and cell-matrix interactions and 
are of irnportancc for the invasiue and ~iretastatic cascade, tlac expressioer of lhese 
proteins was analyzed. With the exception of high expressiox~ of the azB' inlegri~l  
receptor, expression did not correlate \with the i l l  vivo ~nvasive and metastatic behavior 
af  tumor cells. Also. the ability to invade chick hear1 enrbryonic: tissue, did ivat correlnte 
with in vivo irvvasive and laletaslatic behavior. From11 tlvese rcsulis. it was con-rcludecl tlrnl 
local tissue factors, in casu the microenvironelael~t. play a role In llrc illrdi~ctioln ol' gems 
responsible far iclvaslon and metastasis. 
Based on these results higllly difkrentialied poorly tunnorigerlic CaCo 2 cells ilnd 
undifferentiated, turnorigenic blnt non-invasive SW48Q cells wcre selected to evtzlui7Xc 
the genotypic and phenotypic caivsequences of tramsfectian experiments with rlle c-Ha- 
ras oncogene, particularly with regard to genetic instability, cl~romosomal integration 
site, turnorigenic and invasive po~ential, and differentiation. 
In Chapter 3 thc use of' fluorescence in situ hybridizatio~r aflcr chro~i~ason~nl b:~nclhng, 
induced by either Ylol banding or shalt trkpsin Lrealment, i s  dcscrihcd in iordcr lo 
identify chroniosomal integration sites of rransfccrcd plasmid DNA. Nick ~rallulalcd 
DNA-prabes labeled with digoxigenin-dUTP gave opli~ital lluorevcc~~ce in silt1 
hybridization signals In our hal-tds. This ~rrethod allowed rapid idcntilication of 
clzromosomal integrtlliotr sites. 
In Chapkr 4 a cylogenetic anaLysis is described of transfectcd SW4XO cells. All ccll 
lines demonslrated new clonal cbro~mosomal abrtoranalitics, but genetic i~lslebilily was 
significantly increased only in c-I-la-ras oncogene transfeaed SW41810 cells will1 an 
increased level of c-Ha-ras mKfYA. The appljlcallio~~ of the method tlevelopecl in chapter 
3 dernlanstralccl rlrat Ras-con~ainialg plasmids integrated predorninanlly in new 
strucauraPly rearranged chrornosumes (five of eight) 'l'hree of live integration silcs in 
new structurally rearranged chromosomes were localized at or near tra~~slcacation 
breakpoints situated in telorneric regions. However, specific chrornoscrmes wcr-c not 
involved in tlae chrotnosoime rearraalgements. 11 was concluded that the c-I-Is-ms 
mcogcnc might increase the genelic inlstalbility and that chrornosornal integration sites 
were especially associakcd with breakpoints in ~elarneric bands 
In  Chapter 5 the phenotypic effects of c-Ha-ras oncogene transfiction on CaCo 2 and 
SW489 cells are described. CaCo 2 cells became highly ~umorlgenic, but not invasive. 
in nu/nu mice and induction of gelatinasie activity was observed along with a possible 
increase in, urokil~asc-plasn~inoge~? activator production. Specific changes 111 vitro in 
irvvasive capacity, tissue-type plasminagen ac6vator production, proliferative poteutial. 
expression of f l ,  inregin receptors, and difTercirdaticr11 were not noted. None of tlrcsc 
pararnetecs was altered in c-Ha-ras oncogene tsansfected SW480 cells, nor did r l~c  
trarasfected cells becon~e invasive. 'C'hese results suggested than the c-Ha-ras oncogcne 
might be involved in tlre progressinn of coloreclal cancer, particularly in the induction 
of ~wrnorigenic pcaleniial, but is most likely nut required for the acquisition of invasive 
potenlial. 
Cheptcr 6 describes In dcta~l phenaypic characteristics of parental and c-Ha-ras 
oncogcne translilclcd CaCo 2 cells in viva. 'The routine xenograft: procedures with the 
parental CaCo 2 cells did not yjlcld xenagraAs in nuinu mice. Therefore. CaCo 2 cells 
were inoc~~laicd ia~ collagen gel and lay supprcssir~g natural killer cell activity to obtain 
xenografts. Boll1 CaGo 2 and c-Ha-ras oncogene transfected CaCo 2 cells displayed in 
vivo goblet cell, cnlerocytic, Paneth cell, and endocrine differentiation. The Lakler is of 
interesl because of Lhe scarcity of colorectal cancer cell lines with endocrine 
din'crentiation. E~~docrit-re dirfcrentia~ion cvav no1 olbserved in vitro, neither under 
standard condutio~rs nor with extracellular nlatriu eomponlents as difkrentiation inducers. 
Et was coticluded that CaCo 2 cclls and its c-Ha-ras oncogene transfected CaCo 2 
subline display in  vivo similar difl'erentiation chasacieristics, which included endocrine 
fea~~rres. Theresure, ras oweresprcssioi~ does nut alter the pattern of differentiation, but 
due to the rkvosablc growth properlies of the c-l-la-ras oncogene transfected CaCo 2 
cells in vivo, this sub l i~~e  may be a suitable rnodel to study ci~dacrine diflkrenliation in 
cnlorcclal carlccr 
I n  Cl~apler 3 thc results ol ' t l~c sludics prescntcd in tlie previous chapters are integrated 
with regard to current models ~t11p10yed 10 ~l i~cly col~rectal carcinoma, a~ ld  to the sole 
(11' 131c c-B1a-~as oncogene in: 1. Cicnelic instability in colorcclal carclncslvla and 2. 
In~r;lcellulnr 1.~ro1ilbrirtior-u and differerrtiation patlrways. 
EtTekten van c-I-la-ras oncogert aransfektie op Iiuman~e colarrcirile eaiTlrioilin cellilnicii 1 4.3 
SkllkFVIENVAWENG VOOR DE LEEK 
Karnkcr onstaat als he.t evei~%wicl~it tussen celaanmank en crclistertle irersloord is. In 
normale omstandigheden is celsterfie gelijk aai? celaanrnarrl;. bij kankcr iz de lanisrc 
hoger dan de eerste, waardoor plaatselijk te ieel weefsel comantslaal, ecn ft1n7ior. 
Suksesvolle behandeling van kanker is in hoge nrale alhai~kelijk \jan lilet grcicigedrag 
van de tumor. Is de groei alleen plaatseli.jk dan ka11 de tumor goed behandeld worden, 
bijvoorbeeld door volledige werwijdcriilg via chirurgisch ilugrij,pei.i, en is de kans op 
genezing groot. Is de tzrisilor ecliter ook doorgedrongen iri 0inri13gend ZYCCIWCI, 
', 
zogenaamd invasief groeigedrag, dan is her waarschijnlijk dat duur middel vnn 
behandeling niet alle tumorcellen verwijderd kunnen worden. Aclitergebleven 
turnorcellcn kunnen verwolgeiis weer uitgoeien tol tun~oren. 13ereikeri invasiewe 
tumorcelllen de bloedbaan, dan kunnen ze verspreid worden naar: ander- dellcra van het 
licliaaim, en daar uitgroeien lot: nieuwe: tumoren. Dlit proccs heet metastasering err is 
vaak verantwoordelijk voor de fatale afloop van kanker. I-let groeigedrag viiirr de 
tumor is dus vaii goo t  belang voor een sukcesvoile beli;u~dellng van kalika., Irrzicht 
in de faktoren betrokken bij: (1) het ontstaan van kanker; (2) de overgang: van r~ict- 
invasieve ilaar invaisieve tziniorgocl en?; (3)  hel inelastaseriiigs proces ki~iinen~ doi! 
behandeling van kanker mogelijk verbeneren. 
T-Jet ontstaan van kanker is waarschijnlijk toe te schrijven aan alivijkiirgen iir ciwillirn~ 
die narmaal celgroei en celdelaii~g regu$wlereii. Een belaiigrijk groeiregrilcsciitt eiwil is 
het Ha-ras eiwit. Bepaalde ahijkingen in het I-la-1-83 eiwil resulteren in een ciwil dal 
kontinu akliei' is en in slaat blijkt Ie zijn oni groei e n  deling van versohillende typei1 
cellen te stimuleren. I-liet is mogelijk dat hel. alwijliende of iaiulante Ida-ras eiwit 
kanker veroorzaakt doordal bet een cel komitinu prikkelt tol goe i  ei1 deling, 
onafhankelijk van regulerende signalen va11 builei~af. Deze visie wordt ondersícund 
door de aanwezigheid van genetische afiwi,jkingen i n  Izet Iia-ras geil in verschillet~de 
typen tumoren, wat betekerit dat d e ~ e  lu~~iorcellien iilivqjkende I la-ras eiwiltuil 
p ïodiwcere~~. 
De overgang van niet-invasieve groei naar invasievc groei betekcnt dat ecrr tumor cel 
in staat is zijn normale omgeving tc verlaten. Cellen bl~iiven op E r m n  plaats doardeil 
speciale eiwittcru op Iicr oppervlak van een cel, zogenaoii~de cel-aclhesie inalckulcti, 
binden aan andere cel-adhesie nniolelcu1er.t op ilaast gelegen cellen. 'l'umcirccllen fmct 
een? venminderde expressie v811 deze eiwilten kunilear Iiuai dirckte oraigcving 
waarschilijk makkelijker verlaten doordar ze minder hard plakkcii aan riízaut gelegen 
cellen. Daarnaast is elk orgaan van het lichaam iilgckapseld in Gen mengscl van  grtrlc 
eiwitten, de extracel'UuYaire matrix. die voornlarnelijk hc%laat uit collageen cn Iamininc. 
De extracellulaire matrix geelt steun aan wvcelCels cn schcidl crrganen vön clkaar en 
van omringend iveeJSeli. Bepaalde klassen van eiwititlen, iinel narnc collrigei~aues cn 
plasininie en hun aktivaioren, kunnen de bauwstcnen van de exiracellulaire rnarrix 
ahreken. VermoedeEijlk vergemakkelijkt cen hoge expressie van collagenascs eniol' 
plasmine en hun aktivatoren dc passage van een turnarcel door de irxlracclUililairc 
144 %menvarring voor de Ieeik 
n~alrix, wal nodig is om omringend wecfsel te kunnen binnendringen. Dit wordt 
ondersteiind daar de waam~cming dat !loge expressie collagenasec gepaard gaat 
met ccn vcrhoogd invasief vermogen van verschillende typen t~irnorcellen. Mogelijk 
speelt hct Ha-ras eiwit ook een roli in de overgang van niet-invasicvie naar invasieve 
groei, want cen verhoogde expressie van mutant Ha-ras eiwit in bepaalde tumorcel 
f y v n  izi ook gekoppeld aart werhoagd invasief vermogen en aan verhoogde expressie 
van cwllagenasc. 
Melaslaseriilg is een nog grotendeels onbegrepen proces. Kenmerkend voor een goor 
aantal mclaslascrcndc kwmor typen is een, sterke toename in genetische afwijkingen. 
I I i l  Ibetckeilt dal muiiauite eiwilten worden geproduceerd, enlaf dar de praiduktie van 
bepaalde eiwitlcn vcrlioogd, wcrinitiderd af volledig stilgelegd kan zijn. Dit kan de 
gscyel en deling van cellen ingrijpend veranderen als het eiwitten betrefi niet eeir 
lunktie in de regt~leriarg van groei en deling. I-Iierrnee m nog el ijk verband houdend is 
Iict feit dut metaslaserende teir~loren waak een lage differentialiegraad vertonen. Dit 
berekent dat veel vaii de specifieke kenmerken van bijvoorbeeld darmcellen niet meer 
aanwezig zi~jn in1 cellen wan een metastaserende darmtuinor. Ook in dit aspekt heeft 
hei I-la-ras ciwit mogelijk een Sinktic, want rnulant Ha-ras eiwit kan de 
dil'ferentiatiegaad van tumorcellen beïnvloeden, inaar ook de genetische iristabilileit 
vcrliogen, waardoor de toesiatne in bet aantal genetische afivljkingen in tumorcelhen 
worclt versneld. 
In de vakgroep Pathologie houdt een onderzoeksgrocp zich bezig met darmkanker. 
Dit is de meesi voorkom~ende vorm van kaiiker in West Europa en de Verenigde 
Skalciz iia lom-igkanker en prostaatkanker bij mannen en borstkaliker bi; vrouwen, en is 
veran~~voordelijk voor 10% vari dc sterfte aan kanker bij mannen en voor 14% van de 
sterfie aai1 kanker bij vrauwcn. De behandelin-ug van darmkanker is 811 de afgelopen 
decennia niet of nailiwelij~ks verbeterd. Meer inzicht in het mechanisme van invasie en 
rnekastaseririg van darn~lumorceliea kan behatldeling van kwaadaardige fiiirnoren 
verbelcrcn. Uc iiiogel(jke relaties tiissen naulanl Ha-ras eiwit en ( 3  1 het ontstaan van 
ksiirkcr, (23 X I I V R S ~ ~ ~ ,  CIZ (3 J iaielzrstuscrend gedrag in verschillen typen tumorcellen is 
rerlen om tc vcrcrtislcrslcllcn dar het mulaiire I-la-ras eiwit eenzelfde berrokkciiheid kan 
lacbbcn bi.i d~rnnt~imilren, 'l'cn einde dit iwuder Ic or-iderzoekeii is heit militante Ela-ras 
eiwil ingebracht in Izumanc darn~ruiiiorccllm en1 zi.jn de ef1"lcklcn bckekeo op de 
gazetisciie sl:ibiilileil cri op het gedrag van darii~tiuniorcelleit. 
l-inofdsluk 1 beschri.jI1 de keninerkaai wan invasiwe en metaclascrendc cellen, en de 
stntkluur en mogelijke funktic van her Ha-rsrs eiwil. Tevens wordcil de effekten van 
lzel lziulaiike l-líri-ras eiwit ap \rerschillende typcn tumorcellen beschreven. 
t-loofdstruk 2 beschrijft hcl gedrag van ii~ei-iselijke darnlttii-i~or cclliji-ien onder 
verschil8enelc kondliiec. 'l'iimor cellijnen ontstaan uit tumorcellen, die verwijderd zi.in 
iiit  ecn paiiEait, cn buiten het liehaam C= in vitro) doorgroeien en delen ander optimale 
voedirigs kondities. 't Iet gedrag van verscliillcnde dari-iatumor cellijnen werd bekeken 
IIGI iaijekiie vniz tuiizorcellen in 1x1 lichaam (= in vivo) van een speciaal soort irriiis 
zoi~der iii~ii-itinolagisch afiveersysleenai. Een gedeelte van de darnilziirior ccllijnen was 
Effekten vair C-Ha-MS ont0gel.i tran~fektie op humatule ccrloln~cklc cwcriloinit ceil!jncn 145 
invasief en metastaseerde, een gcdeeilte was in~vasicf maar i~letastaseerde niet, CII ct11 
gedeelte vormde tumoren die niet invasief en nier riit.lasiaser~rrrd w;rreir I tcr. 
warnemen van invasief goeigedrag eaz rixett~s~asering betekent dai dit E I I O ~ C J  
gehanteerd kan worden om invasic ein aiietas~asering te oridcr~oekeii, 
Vewolgens werd gekeken of er ecn verlamd zus  tussen i11 vivo invasief veniaogen cn 
i11 vitra expressie van cel-adhesie rnolekuleil en plasmiimogcen aktivnierr. Er werd geel) 
verband gevoridcn, wel bleek er een verband lc xijn tussen in vitro cxprcssie i luir  
zowel cel-adhesie nzolekiilen als een plasn~iniogecn aktiwalor nret uiavasic in 11ira.o. Iiia 
de bovcnstaa~zde experi~nenteii werd gekonkludeerd dat de direkt- omgevirig van ecn 
tumorcel een laktor is die invasief en ~inetastaserend gedrag bellivlocdn. 
B'\i;ee menselijke celli.jneil werden geselekteerd voor verdere experinrenien. CrrCo 2 ,  
een cellijn die geen tunnaren vormde in de muis, en SW-480, eeri cellijn die aliel- 
invasleve tumoren vorindc in de. muis. 1-lei mizicitant Ha-ras gen werd ingebracht in 
CnCo 2 en SW480 cellen. Voor blijvende expressie vair luel Ha-ras citvll n~«ei hei[ 
Ha-ras ge11 ingebouwd w~ordeni in het gerieaisch inaterianl. Dil betekent dut hct gcai 
inaet integreren in een chrcrmosoo~nz. Om na te gaan of integmlic willekeurig 
plaatsvond of niet, werd de chromosoraiale inlcgrsikie plaats zichtbaar geiliaakt. 
Hoofdstuk 3 beschrijPa een methode waannee de chroinosor-ilralc iniegrarie p1nats 
bepaald kali worden van het ingebrachte mulante 138-ras gen. 
Iiloofdstuk 4 'beschriJfi de toepassing van deze mcthodc op verschillende eclli"jncn 
va11 SW-480 waar een ~nwtanr Ha-ras geii is ingebracht. l-lel bli.jkt dal l.iet ingcbrncliitc 
I-ia-ras gen voorna~neiijk aangetoond wordt op nieuwe afwijkende ~Eiromasoii~en, D@ 
resultaten suggerercn eveneens dat Izet inbrengen van het inutairie Ilti-ras geli clc 
genetische inslabillteiil vali SW480 verhoogt. 
I-ioofstuk 5 beschrijft het gedrag en de expressie in vilre van verschillende eiwillen 
met. een mogeli.jke rol i11 invasie cri metastaserirzg van CaCo 2 c11 SW480 ccllcn na 
het inbrengen van hei miutante IIa-ras gen. l-lel blijkt dat CaCu 2 celUcn collagenasec 
verhoogd tot expressie brengcn en n u  w e l  luinoren varnlciz in  de muis. Deze Eurnrrreil 
zijn niet-invasicc Het inbrengen van Iicn mutantc Ha-ras ciwit snriccrl gccn cl'lkkt op 
het gedrag van SW480 cellen en brengt ook geen versndcnngeiz rawecg in dc 
expressie van de onderzochte. ciwittcn. 
Hoofdstuk 6 beschrijft in detail de diffcrentraiiegraiid vlii~ de CaCo 2 Xuim~oreii in 
vivo. Her blQkt dat de difierenlialie van dc tumorcellen oriclernicer zrflïaiigt vair dl: 
direkte omgeving, nzaar lijkt niet be'invlocdt bei worden door het iribrcngcn vaii ecn 
mutant Ha-ras eiwit. 
Hoofdstuk 7 integreert de data gcpresei~tecrd in dc voorgaande h~oiclslukkcn. 13c 
belangrijkste enekten van E-iet inbrengen van lrel mutante l.la-ras gcn op incrnseljjke 
darrntu~norcellcn is een verliiogung van de gcncilische inslahilitcit ei1 cen verhogil~g viin 
hel verniogeil tot niet-invasieve tuinor vorming in de muis. I)c/.e rcsul~aien 
suggereren een rol voor het mlutante Ila-ras ciwit in hct onstaan van darankankcr, 
maar gcen rol in dc overgang van niet-~nvasief naar invasicli groeigedrag en van niet 
naar wel rnelastaserend gedrag. 
